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　Oxidative stress receives much attention in relation to ageing, cancer, atherosclerosis, diabetes, and so on. 
However a reliable biomarker to evaluate oxidative stress in the tissue is not available.  Based on chemical 
analysis of radical reactions in the cell, lipid hydroperoxide (LOOH), a mediator of oxidative stress and 
antioxidants such as vitamins C (C) and E can be biomarkers of oxidative stress.  We developed a specific 
and sensitive method to determine tissue concentration of LOOH and C.  We compared the efficiency of 
these markers using a drug-induced hepatitis as a model system.  The liver C concentration was decreased 
firstly by administration of drugs such as CCl4, thioacetamide, and D-galactosamine, showing that C 
concentration was the most sensitive biomarker in animal tissues.  Oxidation of low-density lipoprotein 
(LDL), which was assumed to be the initial reaction in atherogenesis, caused fragmentation and cross-link 
of apolipoprotein B-100 (apoB).  Fragmented and conjugated apoB proteins were calibrated using Western 
blot analysis of human plasma samples and named as B-ox.  B-ox significantly correlated positively with 
conventional clinical parameters of atherosclerosis such as LDL cholesterol, triglyceride, IMT (intima-media 
thickness of the carotid artery), and age.  A significant negative relationship was also found between B-ox 
and plasma C concentration, suggesting that plasma C and B-ox are reliable biomarkers of oxidative stress 
in humans.  When oxidative stress was enhanced in the liver by hepatitis or during atherogenesis, the level 
of plasma ceramide was increased.  Further studies are necessary to elucidate the underlying mechanism 
between ceramide metabolism and oxidative stress. 
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　1．はじめに
　生体内における酸化ストレスは，老化をはじめ，がん，
動脈硬化，糖尿病などの生活習慣病の原因として大きな
注目を集めている．しかし生体内の酸化ストレスを正確
に評価するバイオマーカーについてはいまだに多くの研
究が行われている最中である．本稿ではこの問題に関す
る我々のこれまでのアプローチについて述べてみたい．
酸化ストレス指標を検討するにあたり，まず細胞内のラ
ジカル反応の概要を示したのが図 1である．
　細胞内ではミトコンドリアで酸素を還元して ATPを合
成しているが，その際スーパーオキシドが呼吸で消費す
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る酸素の 1％程度発生し，ヒドロキシルラジカルなどの
ラジカル種 X・の発生につながると考えられている．X・
は生体内の脂質，タンパク質，核酸などのすべての有機
物と反応する．中でも膜の脂質からの水素引き抜きが起
こると脂質ラジカルが生成し，ラジカル種である酸素と
迅速に反応して脂質ヒドロペルオキシラジカル（LOO・）
に変換される．LOO・は他の脂質から水素原子を引き抜
いて脂質ヒドロペルオキシド（LOOH）を生成するととも
に，ラジカル連鎖反応（自動酸化反応）が引き起こされ多
くのアルデヒド類が産生され，これがタンパク質や核酸
と反応して細胞障害の原因になることもわかってきた．
　LOOHは一定の寿命をもつため細胞内を移動しタンパ
ク質や DNAと反応するため酸化反応のメディエーターと
考えられ，酸化ストレスマーカーとも考えられている．
このような酸化ストレス促進物質に対し細胞は抗酸化系
を備えている．LOO・に水素原子を与えてラジカルでな
くするα-トコフェロール［ビタミン E（E）］や水中に存在
する抗酸化剤のL-アスコルビン酸［AsA：ビタミンC（C）］，
過酸化水素や LOOHを分解するグルタチオンペルオキシ
ダーゼ（GSH PX）などの酵素も存在する．GSH PXは還元
型 GSHを用いて LOOHを分解して酸化型の GSSGを生成
する．GSSGは GSSGレダクターゼにより NADPHを用い
て還元され，NADP+を生成する．NADP+はグルコースを
酸化することによって元の NADPHに戻る．この図から，
細胞内の酸化系はグルコースの還元力を用いて消去され，
細胞内を還元的状態に維持していることがわかる．
　ここで X・が増加したとき，即ち酸化ストレスが亢進し
たとき何が変化するであろうか？予想しやすいのは酸化反
応メディエーターの LOOHの増加と抗酸化系 C，E，GSH
の減少であろう．そこで，まずこれらの動態を検討するこ
とにしたが，測定法のないものについては特異的測定法
（多種類の分子が含まれる生体サンプルの中で目的とする
分子だけを測定する方法）を開発することから始めた．
　2．LOOHの特異的測定法の開発とその応用
　LOOHの測定法には色々な種類がある．山本 1）や宮澤 2）
らの HPLC-発光検出器を用いてリン脂質の分子種ごとの
ヒドロペルオキシドを測定する方法は優れているが，我々
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図 1．細胞内のラジカル反応（文献 46）の図を改変）
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は汎用型分光光度計を備えた HPLCを用いて総 LOOHレ
ベルを測定する方法の開発を目指した．図 2に示すよう
に，芳香族ホスフィン類は LOOHと短時間で定量的に反
応してホスフィンオキシドを生成する（リンは酸素との親
和性が高くアルキルホスフィンは空気中で燃え上がるの
で反応性を低下させるためにわざわざ芳香族置換基を用
いる）．
　臓器から CHCl3/CH3OHで脂質を抽出しホスフィンと反
応させれば特異的に組織中の総 LOOHレベルの測定がで
きるはずである．ここで芳香族として何を使うかである
が，芳香族縮合環系はベンゼン環が増えるほど熱や光で
酸化されやすくなる．しかしフェニル基だけだと吸光係
数が小さいので感度が低い．両方をかねあわせるためナ
フチルジフェニルホスフィンを合成して 1 pmolの LOOH
を検出できる方法を確立した 3）．
　この方法が酸化ストレス評価に有効であることは，老
化マウスの組織 4），E欠乏ラット 5），鉄過剰症ラット 6）な
どで臓器の LOOHが有意に上昇することで確認した．さ
らに認知症モデルとして知られる老化促進モデルマウス
（SAM）P8は，対照群の R1と比較して 3，6ヶ月齢におい
て脳，心臓，肝臓，肺の LOOH濃度が有意に高いことが
判明した 7）．特に脳では 1ヶ月齢においては P8と R1の
間に差はないが，認知能力が低下するまさに 2ヶ月齢に
おいて P8の LOOH濃度が有意に上昇し，酸化ストレス
が認知能力低下の原因であることを示唆した 8）．
　3．ビタミンCの特異的測定法の開発とその応用
　本研究を開始した 1990年当時は Cの特異
的測定法はなく比色法が用いられていた．
我々は図 3に示すように，Cを酸化して得ら
れるデヒドロアスコルビン酸（DAsA）は 2,4-
ジニトロフェニルヒドラジン（DNPH）と反応
して定量的にDAsAのオサゾンを与えること，
このオサゾンは 5員環構造であることを二次
元 NMRにより確定した．このオサゾンは高
い疎水性をもつので逆相カラムで完全な分離
が可能なため HPLCを用いて 1 pmolの検出限
界で測定することが可能となった 9）．
　Cの特異的分析法の応用として，Cを遺伝
的に合成できない ODSラットを離乳直後から
C欠乏食を与え組織中の Cの減少を追跡した．
開始時には Cは血漿中で最も濃度が低く，副
腎や脳で最も濃度が高かった．C欠乏による
Cの減少様式は 4種類に分類され，脳で最も
減少速度が遅かった．C欠乏 3週間で脳以外
の Cは 0になった 10）．
　図 1に示すように，α-トコフェリルラジカ
ル（α-Toc・）は Cから水素原子もしくは電子
をもらって Eに再生できるとされており，in 
vitroでは充分に確立した反応である．しかし
生体内では，水相の Cと膜脂質相のα-Toc・
が界面で有効に反応するかどうかは不明で，
このような再生がどの程度起こるのかわかっ
ていなかった．我々は，ODSラットを 1）対
照群，2）C欠乏群，3）E欠乏群，4）C，E同時
欠乏群の 4群に分け，3週間飼育した．その
結果，血漿，心臓，肝臓，肺，腎臓の E濃度は，
C欠乏によって対照群より有意に低下するこ
とがわかった．もし Cと Eの間に相互作用が
なければ C欠乏によって Eは変化しないはず
なので，この結果はこれらの組織で Cが Eを
再生することを示している 11）．
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図 3．ビタミン Cの測定法
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　同時に，血漿，心臓，肝臓，筋肉，腎臓では E欠乏によっ
て C濃度が有意に低下した．この結果は Eが Cを救済で
きることを示している．しかし Eがモノデヒドロアスコ
ルビン酸（MDAsA）や DAsAを直接還元する反応は起こら
ないので，この Eによる Cの救済は，E欠乏による膜相
の酸化ストレスが水相の Cの低下をもたらすためと考え
られる．この結果は in vitroの反応では Cは Eを再生でき
るが，Eは Cを救済できないのに対し，動物組織（in vivo）
では Cと Eは相補的な作用を行うことを示している 11）．
　この相互作用を利用して，ラットを 1）E欠乏食，2）E
欠乏食に 1％プロポリス添加食を与えた 2群を用いて組
織の C濃度を測定した．その結果，8週間後，腎臓，胃，
小腸，大腸の C濃度はプロポリス添加群で対照群より有
意に高いことがわかり，プロポリスが E欠乏による酸化
ストレスを軽減して Cを救済すること，即ちプロポリス
に抗酸化活性があることが動物実験で初めて明らかに
なった 12）．
　さらに ODSラットにおいては経口投与した DAsAの生
理活性が Cに比べて非常に低いことも示した 13）．
　4．典型的病態における酸化ストレスマーカー
の変化
　C，E，LOOHの 3つの酸化ストレスマーカーの有効性を
比較するため，典型的な病態として化学物質による肝炎
について検討した．四塩化炭素（CCl4），チオアセトアミド，
D-ガラクトサミンは肝臓に短期間で壊死を引き起こすこ
とで知られている．
　例えば，ラットに 1 g/kg体重の D-ガラクトサミンを腹腔内
投与すると，6時間後には血漿ALT（alanine aminotransferase），
AST（aspartate aminotransferase）が有意に上昇し肝臓で壊死が開
始されたことがわかる．12時間後はさらに上昇し，24時
間ではそれぞれが 2,000ユニットを超えるまで上昇し大
規模な壊死が起こっていることを示した．マーカーの中
では肝臓の C濃度が投与 3時間後に有意に減少した．肝
臓の Eは 18時間後有意に増加（Eは酸化ストレスが亢進
した組織に集まることがある）し，LOOHは 24時間後に
有意に増加した．これらの結果，Cが最も酸化ストレス
を鋭敏に反映したことがわかった 14）．
　同様の実験により，CCl415），チオアセトアミド 16）の投
与やストレプトゾトシンによる糖尿病 17）でも最初に変化
するのは Cであったことから，Cはこれらの酸化ストレ
ス指標のなかでも最も鋭敏であることがわかった．細胞
内の抗酸化剤の中でも Cの還元力は非常に強力なので，
組織内における Cの鋭敏な変化は化学的観点からは当然
かもしれない．さらにこれら薬剤による肝炎では典型的
な壊死が起こるとされてきたが，カスパーゼ-3依存性の
アポトーシスが起こることも明らかになった 14）-16）．
　5．酸化ストレスが細胞死を起こす機構
　酸化ストレスによってなぜ細胞死が起こるのかは未だ
に明らかではない．細胞内に酸化ストレスを感知して増
殖・生存と細胞死両方のシグナルネットワークが惹起さ
れることはよく知られている．最近注目されているのが
マイトジェン活性化タンパク質キナーゼ（MAPK：mitogen 
activated protein kinase）である．MAPKが酸化ストレスに
よって活性化（リン酸化）されることは培養細胞を用いて
研究されてきたが，動物組織で酸化ストレスとMAPK活
性化の関係を時間的に調べた例すらなかった．
　ラットに CCl418），チオアセトアミド 19），D-ガラクトサ
ミン 20）を投与すると Cの減少と同時か，より早期に
MAPKの活性化が起こった．この結果は酸化ストレスに
最も鋭敏に反応したのはMAPKであることを示す．培養
ラット肝細胞を用いて 100μMの過酸化水素で ERK 
（extracellular signal-related kinase）の活性化が起こること
がわかっている 21）．肝細胞には約 2000μMの Cが存在す
るため，100μMの Cの変化を検知することは無理である．
MAPKの反応性が高いのはインスリン受容体を介するシ
グナルネットワークの場合のような高感受性のタンパク
質 22）が関与するものと考えられ，酸化ストレスに応答す
る生理的シグナルネットワークの存在を示している．そ
れではMAPKが活性化すれば細胞死は必ず起こるのであ
ろうか？この点を明らかにするために抗酸化剤である E
がMAPKと細胞死に与える影響を検討した．
　ラットを，1）12時間絶食した後，CCl4｛0.5 mL/kg（ミ
ネラルオイルとの 1：1混合物を 1 mL/kg）｝を経口投与し
た群，2）CCl4投与 12時間前に E｛0.5 mL/kg（ミネラルオ
イルとの 1：1混合物を 1 mL/kg）｝を経口投与した群，3）
Eのみを投与した群，4）CCl4の代わりにミネラルオイル
のみを投与した正常群を用意し，これら 4群間の比較を
行った．
　血漿 ALTは CCl4投与 12時間以降，ASTは 24時間以
降有意に上昇した．この結果は CCl4投与 12時間以降に
壊死が激しく起こっていることを意味する．しかし E投
与によりその上昇は有意に抑制された．この結果は Eが
肝臓の壊死を有意に阻害したことを意味する．肝臓の C
は CCl4投与 6時間以降に減少したが，Eの投与でその減
少は CCl4投与 12時間以降に有意に抑制された．CCl4投
与による Cの減少が抑制されたことから，Eは抗酸化作
用により肝細胞の壊死を抑制したと考えられる 23）．
　MAPKに関しては，CCl4投与で Cが減少する投与 6時
間後よりはるか以前である 1.5-3時間後，即ちサイトゾル
にまで広汎な酸化ストレスが及ぶ前にリン酸化 JNK 
（c-Jun NH2-terminal kinase），ERKが一時的に増加した．
Eの投与は肝壊死を有意に抑制するがMAPKの活性化に
対しては全く影響を与えなかった 23）．
　以上の結果より，たとえ少量のラジカル種でMAPKが
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活性化されても，Cの減少が起こる程度に酸化ストレス
が細胞内で亢進しなければ必ずしも壊死には至らない，
即ちMAPKの活性化は細胞死にとって必要条件ではあっ
ても充分条件ではないことがわかった．その点を考慮す
ると Cは酸化ストレスの生理的影響を予測するよい指標
であることが再確認された．
　チオアセトアミドの肝障害は酸化ストレスにより引き
起こされるが，抗酸化作用を持つ DMSOの経口投与で完
全に抑制され，同時にMAPKの活性化も完全に阻害され
た 19）．一方，チオアセトアミドによる肝障害は Eでは阻
害できない．もう 1つの肝臓毒，D-ガラクトサミンによ
る肝障害も酸化ストレスによるものであり，DMSOでは
部分的に阻害できる 24）が Eの投与によっては全く効果が
なかった．CCl4，チオアセトアミド，D-ガラクトサミン
は共に肝臓に酸化ストレスを亢進し，MAPKを活性化し，
肝臓にアポトーシスと壊死を引き起こすが，発生するラ
ジカル種，ラジカルの細胞内局在などに違いがあり，抗
酸化剤への反応も異なるものと考えられ今後の研究が必
要である．
　6．酸化ストレスが亢進した肝臓が他の組織に与
える影響
　劇症肝不全においては腎臓や脳等に多臓器不全が起こ
ることはよく知られている．これは肝不全時にはサイト
カイン類やエンドトキシンのような高分子からアンモニ
ア，ビリルビン，芳香族アミノ酸等の低分子に至るまで
種々の細胞毒性をもつ物質が血液中に増加するためと考
えられており，これらを除去するためにブタの肝細胞を
含め多くの補助肝臓が考案されている 25）．毒物の中に活
性炭に吸着する脂質成分があることも知られていた．そ
の本体はわかっていなかったが，我々はその本体が種々
の細胞にアポトーシスを引き起こすことが知られている
セラミド（図 4）ではないかという仮説をたてた．セラミ
ドは生理活性が強いことで注目されているスフィンゴ脂
質の一種であり，酸化ストレスとの関連も注目されてい
る 26）．
　まずセラミドを LC/MS/MSを用いて特異的・高感度に
定量する方法を確立した 27）．この研究は，種々の抗がん
剤が白血病細胞（HL-60）にアポトーシスを起こす機構を
調べたものである．抗がん剤処理により，まず過酸化水
素が発生し，その後セラミドの増加が起こること，抗酸
化剤存在下ではセラミド量も減少しアポトーシスも阻害
されることがわかった．即ち，培養細胞では酸化ストレ
スの下流にセラミド合成があることがわかった 27）．
　ラットに CCl428）や D-ガラクトサミン 29）を投与すると血
液中でセラミドが増加することを見いだした．即ち，肝
臓で酸化ストレスが亢進すると血液中に細胞死を引き起
こす能力を持つセラミドが増加することがわかった．四
塩化炭素の場合，セラミドを合成する中性スフィンゴミ
エリナーゼ活性が肝臓で早期に上昇し，腎臓や脳でもセ
ラミドが増加することがわかった 30）．劇症肝不全以外に
も後で述べるように，動脈硬化においてセラミドと酸化
ストレスの関係が明らかになってきた．
　7．動脈硬化における酸化ストレスとビタミンC
　これまで述べてきたのは大量に肝細胞が壊死を起こす
薬物性肝炎，即ち激烈なモデル病態における酸化ストレ
スの評価法であった．しかしそのような強い酸化ストレ
スが通常起こることは少ないと考えられ，老化の原因に
なるような日常的に起こる弱い酸化ストレスの評価法が
必要であるが，弱いものを測定するというのは非常に困
難である．
　粥状動脈硬化症は低密度リポタンパク質（LDL）の酸化
が重要な役割を果たすと考えられ，古くから酸化ストレ
スとの関連が指摘されている病気である．そこで LDLの
酸化反応を取り上げた．LDLはアポリポタンパク質
B-100（アポ B）という分子量が 500 kDaを超えるタンパク
質 31）に糖が結合し，その糖タンパク質にコレステロール
等の脂質がとりこまれた粒子である．
　生体成分の中で脂質はラジカル反応性が高いと考えら
れていることから LDLの酸化反応においても脂質部分の
酸化に関しては多くの研究があり，脂質過酸化の結果生
じるアルデヒドによってアポ Bが修飾されることも報告
されている 32）．酸化された LDLをマクロファージが認識
することから，最初我々はアポ Bの糖鎖の先端にあるシ
アル酸がラジカル反応で分解することを見いだし 33），こ
の変化がマクロファージの認識に関係すると考えた．確
かにシアル酸のラジカル反応性は糖類の中では最も高い
34）が，シアル酸よりも以下に述べるアポ Bのタンパク質
部分の反応性の方がはるかに高いことが判明した 35）．
　単離した LDLを銅イオンで酸化する反応はよく研究さ
れており，アポ Bの断片化や会合（化学結合しているの
で単純な会合ではなく架橋というべきかもしれない）が起
こることが知られていた 36）．我々は抗アポ B抗体を用い
るWestern blotを用いて酸化反応によるアポ Bの分解を
解析した．分解はラジカル補足剤で阻害され，ラジカル
開始剤で促進することからラジカル反応によることも証
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明した 37）．さらに，アポ Bは短時間で断片化しアポ Bは
消失してスメアーを与える 37）が，LDL粒子は粒子径が小
さくなる（small dense LDL?）だけで粒子の形態を保持して
いることもわかった 38）．Western blotを用いることで血清
を酸化しても同様の分解が起こることを確認できた 37）．
　アルブミンやトランスフェリンなどの血漿タンパク質
も銅イオンと過酸化水素を用いるラジカル反応で分解し，
その反応はWestern blotで追跡できる 39）．一方，血漿を
銅イオンで酸化するとアポ Bは Eと同程度の速度で迅速
に分解するのに対し，アルブミンやトランスフェリンは
全く分解しない．この結果はアポ Bのラジカル反応性が
タンパク質の中でも異常に高いことを示している 40）．極
端にいうと血液中で酸化ストレスが亢進するとアポ Bだ
けが分解・会合する．血液中には多くのタンパク質が存
在するにもかかわらず，LDLの酸化が重要なのはこの高
い反応性のためであることがわかった．
　それほどアポ Bの反応性が高いのであれば正常なヒト
血漿中にもラジカル反応の生成物である会合・分解アポ
Bが存在するはずである．約 200人の血漿サンプルを
Western blotし，会合・分解アポ Bをデンシトメーターで
定量し数値化して B-oxと名付けた．B-oxは従来の動脈
硬化指標である LDLコレステロール，総コレステロール，
IMT（頸動脈内膜中膜複合体肥厚度），トリグリセリド，
年齢と有意な正の相関を示し，HDLコレステロールと有
意な負の相関を示した 41）．即ち，動脈硬化指標としての
意味があることが示された．特記すべきは，血液中の C
と B-oxが有意な負の相関を示したことである 41）．
　ヒトに応用できるバイオマーカーは血液中の分子が望
ましい．血液中の Cはヒトの場合でもウイルス性肝炎，
糖尿病，心筋梗塞，急性リンパ芽球性白血病などで低下
することが知られている 42）が，短期間の食事の影響も無
視できないので 1回の測定ではその価値は評価しにくい
かもしれない．しかし B-oxはもう少し長期間における酸
化ストレスを評価する biomarkerとして意味があるかもし
れない．
　8．動脈硬化とセラミド
　先に肝臓における酸化ストレス亢進でセラミドが血中
に増加することを述べたが，動脈硬化においてはどうで
あろうか？従来動脈硬化の危険因子としてコレステロー
ルがよく知られているがコレステロールは細胞膜脂質の
主要構成因子の 1つであり，毒性等の生理活性がそれほ
ど強いとは考えにくい．動脈硬化発症においては内皮細
胞やマクロファージのアポトーシスや増殖等の複雑なプ
ロセスが関わっている．これらの点を考慮すると，もし
コレステロールと似た挙動をする生理活性物質が存在す
れば，その物質が真の動脈硬化の危険因子である可能性
がある．
　上記の条件を満たす危険因子として，先に述べた肝炎
で血中に増加するセラミドに注目した．100人程度の血
液を分析した結果，血漿中の総セラミドは総コレステロー
ル，トリグリセリド，リン脂質，遊離脂肪酸，収縮期血
圧と有意な正の相関を示した．中でもコレステロールと
の相関が最も高かった．しかも総セラミドは B-oxと有意
な正の相関を示したことから，コレステロール－セラミ
ド－酸化ストレスの間に相関があることがわかった 43）．
　この相関をさらに明らかにするため，動脈硬化モデル
動物であるアポ E欠損マウスに高コレステロール食を負
荷すると，血漿中のコレステロールといくつかのセラミ
ド分子種が有意に増加した 44）．さらに，B-oxも増加した
ので，コレステロール負荷がセラミドと酸化ストレスの
増加を引き起こすことがわかった 44）．血中の Cはコレス
テロール負荷で増加したが，これは酸化ストレス亢進に
対するマウス（Cを生合成できる）の代償的反応であると
考えられる．ラットでもコレステロール負荷により血漿
と腸間膜白色脂肪組織におけるセラミドの増加を確認し
た 45）．コレステロール代謝とセラミド合成の間にどのよ
うな関係があるのかについては今後の研究に期待したい．
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